(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum 
25. August 2005 (25.08.2005) 




PCT 



(10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

WO 2005/078456 Al 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : G01N 33/74, 

33/68, 33/574 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP2005/001359 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

10. Februar 2005 (10.02.2005) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) Veroffentlichungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

04003295.5 13. Februar 2004 (13.02.2004) EP 

(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
von US): B.R.A.H.M.S. AKTIENGESELLSCHAFT 

[DE/DE] ; Neuendorfstrasse 25, 16761 Hennigsdorf (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): BERGMANN, An- 
dreas [DE/DE]; Baumlauferweg 47, 12351 Berlin (DE). 
STRUCK, Joachim [DE/DE]; Holsteinische Strasse 28, 
12161 Berlin (DE). 

(74) Anwalt: ANDRAE, Steffen; Andrae Flach Haug, Bal- 
anstrasse 55, 81541 Miinchen (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fur 
jede verfiigbare nationale Schutzrechtsart): AE, AG, AL, 
AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, 
CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, 
FI, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, 
KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, 
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG, 
PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, 
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, 
ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fur 
jede verfiigbare regionale Schutzrechtsart): ARIPO (BW, 
GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, 
ZM, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, 
TJ, TM), europaisches (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, 
EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, MC, NL, 
PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, 
CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Veroffentlicht: 

— mit internationalem Recherchenbericht 

— vor Ablauf der fiir Anderungen der Anspriiche geltenden 
Frist; Verdjfentlichung wird wiederholt, falls Anderungen 
eintrejfen 

Zur Erklarung der Zweibuchstab en- Codes und der anderen Ab- 
kiirzungen wird auf die Erklarungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations ") am Anfang jeder regularen Ausgabe der 
PCT-Gazette verwiesen. 
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(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR BESTIMMUNG DER BILDUNG VON ENDOTHELINEN ZU ZWECKEN DER MEDI- 
^Jj ZINISCHEN DIAGNOSTIK, SOWIE ANTIKORPER UND KITS FUR DIE DURCHFUHRUNG EINES SOLCHEN VERFAH- 
^ RENS 

If) (57) Abstract: The invention relates to an in vitro method for detecting the formation of endothelins during serious illnesses, es- 
2" pecially cardiovascular diseases, inflammations, sepsis and cancer, in the whole blood, plasma, or serum of a human patient, for 



medical diagnosis. According to said method, relatively long-lasting peptide fragments, especially a C-terminal peptide fragment, 
of the processed primary prepro -endothelins or pro -endothelins, that contain neither the actual biologically active endothelin nor the 
direct precursor thereof, big endothelin, are detected. 



(57) Zusammenfassung: In Vitro -Verfahren zur Bestimmung der Bildung von Endothelinen bei schweren Erkrankungen, insbeson- 
dere Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Entzundungen, Sepsis und Krebs, in Vollblut, Plasma oder Serum eines menschlichen Patienten 
zu Zwecken der Medizinischen Diagnostik, bei den man relativ langlebige Peptidframente der prozessierten primaren Prapro- bzw. 
Pro-Endotheline bestimmt, die weder das eigentliche biologisch aktive Endothelin noch dessen unmittelbaren Vorlaufer big-Endo- 
thelin enthalten, insbesondere ein C-terminales Peptidfragment. 
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Verfahren zur Bestimmung der Bildung von Endothelinen zu 
Zwecken der medizinischen Diagnostik, sowie Antikorper und 
Kits fiir die Durchfiihrung eines solchen Verfahrens 



Die Erfindung betrifft Verfahren zur Bestimmung der Bildung 
von Endothelinen bei schweren Erkrankungen durch Bestimmung 
von Peptidf ragmenten des ent sprechenden Pro-Endothelins , 
insbesondere eines relativ langlebigen C-terminalen Teilpep- 
tids des Prapro-Endothelins-1 , in der Zirkulation (Vollblut, 
Plasma bzw. Serum) fiir Zwecke der medizinischen Diagnostik, 
und zwar insbesondere in Rahmen der Sepsisdiagnost ik, der 
Kardialdiagnostik und z.B. auch in der Krebsdiagnost ik und 
bzw. generell im Rahmen der Diagnostik solcher Krankheits- 
zustande, bei denen Endotheline eine wichtige Rolle fur den 
Verlauf der Erkrankung spielen. 

Wenn im Rahmen der vorliegenden Anmel'dung einfach von "Endo- 
thelin" gesprochen wird, steht dieser Begriff in erster 
Linie fiir Endothelin-1 (ET-1) . Eine entsprechende Aussage 
ist jedoch haufig auch fur andere Isoformen von Endothelinen 
giiltig, weshalb eine Beschrankung auf Endothelin-1 haufig 
nicht erforderlich erscheint und sich die Erfindung in einem 
weiteren Sinne auch auf andere Endotheline erstrecken soil. 
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In dieser Beschreibung wird dabei der Begriff "Diagnostik" 
grundsat zlich als vereinf achender Oberbegriff verwendet, der 
insbesondere auch Prognostik/Friihprognostik und therapiebe- 
gleitende' Verlauf skontrolle einschlieEen soil . 

Die Bestimmungen erfolgen insbesondere mittels spezifischer 
immundiagnost ischer Verfahren, insbesondere mittels Immuno- 
assays eines Typs, bei dem mit mindestens einem markierten 
Antikorper gearbeitet wird ( Sandwichassay ; kompetitiver 
Assay, z.B. nach dem SPALT oder SPART- Prinzip) . 

Endothelin-1 (ET-1), ein 21 Aminosauren umfassendes Peptid, 
ist der starkste bekannte Vasokonstriktor . Seit seiner 
Entdeckung im Jahr 19 8 8 durch Yanagisawa und Kollegen [2 7; 
Zahlenangaben in eckigen Klammern beziehen sich auf die 
beigefiigte Literaturliste] sind Biosynthese, Wirkungsweise 
und Assoziation mit Krankheiten umfangreich untersucht 
worden und in aktuellen Review-Art ikeln zusammengef aSt [1, 
7, 12, 17, 24] . Es existieren drei, von unterschiedlichen 
Genen kodierte Isoformen von Endothelin (Endothelin-1, 
Endothelin-2 , Endothelin-3 ) , wovon Endothelin-1 in den 
groSten Konzentrat ionen vorliegt und am wirksamsten ist. 
Endothelin-1 wird in Endothel zellen, in der Lunge, im Herz, 
in der Niere und im Gehirn synthetisiert . Das primare Trans - 
lationsprodukt des humanen Endothelin-1 Gens ist ein 212 
Aminosauren umfassendes Peptid, Prapro-Endothelin- 1 (SEQ ID 
NO:l). Im Sekret ionsprozess wird durch die Signalpept idase 
eine kurze N-terminale Signalsequenz (Aminosauren 1-17) des 
Prapro -Endothel ins entfernt . Das dabei erhaltene Pro-Endo- 
thelin wird anschlieSend durch die Protease Furin an dibasi- 
schen Aminosaurepaaren zu einem biologisch inaktiven, 3 8 
Aminosauren umfassenden Peptid big-Endothelin (SEQ ID NO : 3 ) 
prozessiert, woraus schlieSlich mittels Endothelin-covert ing 
enzymes (ECEs) das reife, biologisch wirksame Endothelin-1 
(SEQ ID NO:2) gebildet wird. Endothelin wirkt .iiber die 
Bindung an spezifische Rezeptoren, die auf Muskel zellen, 
Myozyten und Fibroblasten lokalisiert sind. Diese Bindung 
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fiihrt zum Efflux von Calcium, Aktivierung von Phospholipase 
C und Inhibierung der Na/K ATPase . Neben der vasokonstrikti- 
ven Wirkung hat Endothelin auch wachstumsregulierende Eigen- 
schaf ten . 

Angesichts der nachweisbaren und zu vermutenden zahlreichen 
und gravierenden physiologischen Wirkungen von Endothelinen, 
insbesondere Endothelin- 1 , wurden seit dem Zeitpunkt seiner 
Identif izierung verschiedene Assays zu seiner immundiagno- 
stischen Bestimmung entwickelt und zu Messungen von Endo- 
thelin (en) insbesondere in humanen Plasmen eingesetzt. Die 
Ergebnisse derartiger Bestimmungen sind Gegenstand zahlrei- 
cher Verof f entlichungen. 

Erhohte Plasmakonzentrationen von Endothelin- 1 und big-Endo- 
thelin sind fur verschiedene Krankheitsbilder beschrieben 
worden [17] . Dazu zahlen kardiovaskulare Erkrankungen [1] 
(u.a. Pulmonary Hypertension [21], Atherosclerosis [13], 
Congestive heart failure [25], Herzinfarkt [20]), Sepsis und 
septischer Schock [11, 22, 23], Krebs [2, 3, 15, 18], u.a.. 

Die zu den Messungen von Endothelinen in Plasmaproben ver- 
wendeten Immunoassays (vgl . die Ubersicht in [17]) gehorten 
insbesondere zum Typ der Radioimmunoassays (mit markiertem 
Endothelin- 1 als Kompetitor) oder zum EIA/ELISA-Typ und 
zielten ausschlieSlich auf die Bestimmung des Endothelins ab 
bzw. auf die Bestimmung einer Endothelin- Immunreaktivitat . 
Assays vom RIA-Typ weisen dabei eine geringere Spezifitat 
auf und erfassen auch die Endothelin-Sequenz enthaltende 
verwandte Peptide . 

Es wurde j edoch f estgestellt , dass Endothelin-1 (ET-1) eine 
extrem kurze Verweildauer in der Zirkulation aufweist und 
dass es bereits nach 1-2 min aus dem Kreislauf entfernt wird 
[6] . Da Endothelin-1 in Blut und Plasma als stabil gilt [6] , 
wird als wichtigster Grund fur die kurze Verweildauer seine 
Verteilung in andere Gewebe und seine schnelle und 
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hochaffine Bindung an Rezeptoren angesehen. In bestimmten 
Geweben unci Korperf lussigkeiten konnten folglich deutlich 
hohere Endo t he 1 in - 1 - Kon z ent ra t i onen ermittelt werden als 
z.B. im Plasma [1, 7] . Die Validitat der Bestimmung von ET-1 
in Plasmaproben wurde angesichts dieser Umstande in ernste 
Zweifel gezogen [17] . Es ist namlich anzun'ehmen , dass fur 
die physiologischen Wirkungen des Endothelins (ET-1) nicht 
die in einer Plasmaprobe ermit t elbaren momentanen, ' u . U. nur 
einen Durchgangszustand widerspiegelnden ET-l-Konzentratio- 
nen wichtig sind, sondern dass die Summe aller im Organismus 
vorhandenen freien und gebundenen, z.B. gewebe- und rezep- 
torgebundenen physiologischen ET-1 -Konzentrationen von viel 
groSerer Relevanz sind. 

Die Bestimmung des ET- 1 - Vorlauf ers , des sogenannten big- 
Endothelins ("big ET-1"; SEQ ID NO : 3 ) weist gegeniiber der 
Bestimmung von ET-1 den Vorteil auf, dass die Verweildauer 
von "big-ET-1" in der Zirkulation deutlich hoher ist als die 
des daraus f reigeset zten ET-1. In einer Reihe von Unter- 
suchungen wurde daher anstelle des eigent lichen Endothelins 
dieses "big-Endothelin" bestimmt. Zu seiner spezifischen 
Bestimmung wurden insbesondere Assays vom Sandwichtyp ver- 
wendet, die eine sichere Unterscheidung des big-Endothelins- 
1 vom prozessierten ET-1 und anderen Endothelinen ermogli- 
chen [4, 8, 10] . Sie zeigten, dass bei bestimmten Erkrankun- 
gen die erhoht gemessenen ET- Immunreaktivitaten auf big-ET 
zuriickgef uhrt werden konnen. 

Die selektive Messung des big-ET-1 stellt nur eine graduelle 
Verbesserung, j edoch keine tatsachliche Losung des Problems 
dar, denn auch big-Endothelin kann in der Blut zirkulation 
schnell zu Endothelin prozessiert werden- [1, 5, 9] . Es hat 
damit ebenfalls eine relativ kurze biologische Halbwert szeit 
(20-25 Minuten) [10] , und folglich reprasent iert ein Mess- 
wert fur das im Plasma bestimmbares big-Endothelin ebenfalls 
nur eine momentane Plasmakonzentration und spiegelt nicht 
die tatsachlich physiologisch wirksamen Konzentrationen an 
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Endothelin wider. Unter den Bedingungen einer Erkrankung 
physiologisch gebildetes, jedoch bereits prozessiertes und 
in Geweben bzw. an Rezeptoren gebundenes ET-1 wird bei der 
Best immung von big-ET-1 in Plasma nicht erf afit - Die Gesamt- 
menge an physiologisch aktivem Endothelin wird daher auch 
bei einer Messung von big-Endothel in unterschat zt . Der 
Versuch einer erganzenden spezifischen Messung des bei der 
enzymat ischen Spaltung des big-ET-1 neben ET-1 gebildeten C- 
terminalen Pept idf ragment s des big-ET-1 (mit den Aminosauren 
74-9 0 des Prapro-Endothelins bzw. den Aminosauren 22-3 8 des 
big-Endothelins) ergab, dass dieses Peptid noch weniger 
stabil ist als ET-1 und sich daher fur Messungen nicht 
eignet [10] . 

Fur die Bemessung von Bereichen des Pro-Endothelin aufierhalb 
des big-Endothelin ist aus dem Stand der Technik lediglich 
ein kommerzieller kompetitiver Test bekannt (N- terminal er 
Bereich 18-50, kommerziell erhaltlich bei Phoenix Pharmaceu- 
ticals; Anwendung fur die Sepsisdiagnost ik beschrieben in 
WO00/22439) . Zur Stabilitat und Natur des mit diesem Assay 
zu bemessenden Analyten sind keine Inf ormationen verof fent- 
licht . 

Die vorliegende Erfindung hat es sich zur Aufgabe gemacht , 
ein Bestimmungsverf ahren zu entwickeln, das die endogene 
Bildung von big-Endothelin und Endothelin, d.h. die gesamte 
physiologische Konzentrat ion und damit Wirkung des Endo- 
thelins, verlaSlicher widerspiegel t als die bisherigen 
Bestimmungen von ET bzw. big-ET in Plasma. 

Ein solches Verfahren soli valide und routinetauglich sein 
und zuverlassige Werte fur die physiologische Produktion von 
ET (ET-1) und/oder seinen Vorlaufern bei verschiedenen 
Krankheitszustanden, insbesondere bei Sepsis oder anderen 
Krankheitszustanden, bei denen erhohte Werte fur Endothelin 
eine Rolle spielen, lief em konnen. 
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Diese Aufgabe wird erf indungsgemafi dadurch gelost, dass zu 
Diagnosezwecken in einer Vollblut-, Plasma- oder Serumprobe 
eines humanen Patienten nicht ET oder big-ET bestimmt wird, 
sondern ein vergleichsweise langlebiges Prapro- bzw. Pro- 
Endothelin-Teilpeptid, das die ET- bzw. big-ET-Sequenzen 
nicht enthalt, insbesondere ein C-terminales Teilpeptid, das 
die Aminosauren 168-212 des pre-proET-1 wenigstens enthalt. 

Anspruch 1 betrifft die Lehre der vorliegenden Erfindung. 
Vorteilhafte und derzeit bevorzugte Ausgestaltungen der 
Erfindung sind den Unteranspriichen zu entnehmen. 

Die Erfindung beruht auf experimentellen Untersuchungen der 
Anmelderin, in denen sie zeigen konnte, dass solche Teile 
des Prapro-Endothelins , die keine direkten Vorlaufer des 
Endothelins darstellen, fur Messzwecke geeignete langlebige 
Peptide umfassen, die in Blutproben zuverlassig und mit 
einer hohen klinischen Wertigkeit gemessen werden konnen, 

Endothelin-1 wird physiologisch durch Prozessierung des 
groSeren Vorlauf ermolekiils Prapro-Endothelin (SEQ ID NO:l) 
bzw. des daraus erhaltenen sekretierten Pro-Endothelins 
gebildet. Bei einer solchen Prozessierung mussen neben big-- 
Endothelin (und daraus Endothelin) in primar stochiometri- 
schen Mengen weitere Peptide entstehen, die bisher j edoch 
noch nie Gegenstand wissenschaf tlicher Untersuchungen waren 
und iiber deren mogliche weitere Prozessierung und Stabilitat 
nichts bekannt geworden ist . Am Beginn der Untersuchungen 
der Anmelderin stand die Hoffnung, dass sich zeigen konnte, 
dass sich wenigstens eines der hypothetischen weiteren 
Peptid-Spaltprodukte in Blutproben (Vollblut- , Plasma- oder 
Serumproben) finden und als relativ stabil erweisen wiirde 
und das daher geeignet sein konnte, als MaS fur die physio- 
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logische Bildung von Endothelinen unabhangig von einer 
aktuellen in Plasma messbaren Endothe 1 in - Konzent rat ion zu 
dienen. 

Die Bemessung eines solchen Spaltprodukts konnte somit die 
gesuchte Methode zur Bestimmung der physiologischen Endo- 
thelin-Konzentration bzw. -Produktion darstellen, die in den 
Anspriichen als Bestimmung der "Bildung von Endothelinen" 
bezeichnet wird. Mit diesem Begriff wird darauf verwiesen, 
dass - unter der Annahme nur eines, namlich des einzigen 
bekannten Bildungswegs von Endothelin-1 aus Prapro-Endo- 
thelin - die im Zusammenhang mit einer Erkrankung gebildeten 
physiologischen Konzent rat ionen des Endothelins - 1 nur der 
Menge des vorher prozessierten Prapr o - Endo t he 1 ins bzw. Pro- 
Endothelins entsprechen konnen. Stellen die neben big-Endo- 
thelin bzw. Endothelin in gleicher stochiometrischer Konzen- 
tration gebildeten Teilpeptide stabile " Stof f wechselschlak- 
ken" dar, die weder an Rezeptoren gebunden werden noch in 
Geweben verteilt werden, miissen sie sich in der Zirkulation 
wiederf inden. Ohne damit zwingend einen bestimmten physio- 
logsichen Mechanismus implizieren zu wollen, kann daher die 
"Bestimmung/Messung der Bildung von Endothelinen" auch als 
Messung "der sekretorischen Aktivitat" bzw. der "sekretori- 
schen Pro-Endothelin-Produkt ion" angesehen werden. 

In dieser Anmeldung werden die zu bestimmenden Peptidfrag- 
mente als "langlebig" gekennzeichnet . Mit diesem Begriff ist 
gemeint, dass die Verweildauer der zu bestimmenden Peptid- 
fragment in der Zirkulation (im Vollblut) erheblich linger 
ist als die des Endothelins bzw. der big-Endothelin-Frag'men- 
te. Insbesondere ist mit "langlebig" gemeint, dass solche 
Peptidf ragmente in Vollblut und einem daraus gewonnenen 
Plasma keiner weiteren raschen proteolyt ischen Spaltung 
unterliegen und, verglichen mit der Geschwindigkeit der 
Bindung des Endothelins an Rezeptoren und der proteolytic 
schen Spaltung spaltbarer Fragmente, mit einer deutlich 
langsameren Geschwindigkeit aus der Zirkulation bzw. dem 
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Stoffwechsel entfernt werden. 

Aufgrund der genannten langeren Stabilitat oder "Langlebig- 
kiet" ist in der Anwesenheit derartiger Fragmente die Infor- 
mation uber die bereits abgelaufenen sekretorischen Aktivi- 
taten fur einen Zeitraum gespeichert, der wenigstens fur 
eine unproblemat ische Messung geeignet ist. Nimmt man z.B. 
an, dass die Endothelin-Vorlauf er im Sinne einer einzigen 
kurzzeitigen Ausschuttung freigesetzt werden, entspricht die 
nach einer gewissen Zeit messbare Menge an " langlebigen" 
Fragmenten der ursprunglich ausgeschiitteten Menge, vermin- 
dert nur urn eine Menge, die mit der physiologischen Halbs- 
wertzeit des zu messenden Peptidf ragment s in der Zirkulation 
verknupft ist. Nimmt man andererseits z.B. eine mehr oder 
weniger kont inuierliche Produktion des Endothelin-Vorlauf ers 
wahrend des Krankhei t sgeschehens an, spiegelt sich in der 
messbaren Konzentrat ion eines im obigen Sinne langlebigen 
Peptidf ragment s die zuruckliegende physiologische Produktion 
des Vorlaufers kumulativ wieder, wiederum nur vermindert urn 
die im gleichen Zeitraum erfolgte Konzentrat ionsverminderung 
des Peptidf ragments nach MaSgabe seiner physiologischen 
Clearance-Geschwindigkeit . Das aktive Endothelin, oder sein 
Vorlaufer big-Endothelin, konnen im gleichen Zeitraum langst 
prozessiert bzw. aus der Zirkulation entfernt und z.B. an 
Rezeptoren gebunden und damit nicht mehr messbar sein. Je 
langlebiger ein Peptidf ragment ist, bzw. je geringer seine 
Clearance-Geschwindigkeit ist, desto geringer ist der Ein- 
fluss des Messzeitpunkts auf die Korrektheit der Bestimmung 
der o.g. "Bildung" eines Biomarkers, d.h. des Endothelins. 
Eine uber langere Zeitraume konstante Konzentration bedeutet 
in diesem Bild, dass sich Bildung und Clearance die-Waage 
'halten. Sinkt die Konzentration, so kann das darauf hindeu- 
ten, dass die Sekretion des Vorlauf ermolekuls (z.B. des 
Proendothelins) aufgehort hat, z.B. weil die molekularen 
Speicher erchopft sind, und die zu beobachtenden Konzen- 
trat ionsveranderungen nur noch durch die Clearance-Ge- 
schwinsdigkeit bestimmt werden. 
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Die Ergebnisse der Messung eines langlebigen Pept idf ragments 
ohne bekannte physiologische Funktion liefert somit sowohl 
quantitativ als auch qualitativ andere Ergebnisse als eine 
Messung eines eher kurzlebigen aktiven Pept ids oder seines 
ebenfalls relativ kurzlebigen Vorlaufers. 

Die nachfolgend naher beschriebenen Untersuchungen der 
Anmelderin zeigten, dass der oben beschrieben Ansatz im 
Falle der Bestimmung der Bildung von Endothelinen fruchtbare 
Ergebnisse liefert . 

Die durchgefuhrten Untersuchungen und die signif ikantesten 
Ergebnisse dieser Untersuchungen werden nachfolgend genauer 
erlautert, wobei auf Figuren Bezug genommen wird. 

Dabei zeigen: 

Figur 1 eine typische Standardkurve fur den im experimen- 
tellen Teil genauer beschriebenen derzeit bevor- 
zugten Sandwichassay mit zwei Antikorpern, die an 
Aminosauresequenzen binden, die den Positionen 
168-181 und 200-212 des Prapro-Endothelins- 1 ent- 
sprechen, zur Bestimmung einer C-terminalen Pro- 
Endothelin-Peptidsequenz in humanem Plasma ,- 

Figur 2 ein Diagramm, das zeigt, dass bei der Lagerung von 
EDTA-Plasmaproben von septischen und kardiologi- 
schen Patienten bei Raumtemperatur uber 12 Stunden 
kein nennenswert er Verlust der Immunreakt ivitat in 
einem Assay gemaS Figur 1 eintritt; 

Figur 3a die Messung von Plasmen von 5 Gruppen von mensch- 
lichen Patienten mit • verschiedenen Erkrankungen/ - 
Diagnosen, gegeniibergestellt den Messungen fur 
augenscheinlich Gesunde; die punktierte Linie 
zeigt den maximalen bei Gesunden gefundenen Wert 
an (Linie fur 100% Spezifitat, bezogen auf gesunde 



WO 2005/078456 



PCT/EP2005/001359 



- 10 - 

Kontrollen) ; 

Figur 3b eine Figur 3a entsprechende Darstellung, fur vier 
weitere Gruppen von Pat ientenplasmen; 

Das erf indungsgemaSe Verfahren betrifft in seinem allgemein- 
sten Aspekt die Bestimmung eines relativ langlebigen Peptid- 
fragments des Pro-Endothelins - 1 , das die Aminoauresequenzen 
des Endothelins-1 bzw. seines Vorlaufers big-Endo.thel in 
nicht enthalt, in Vollblut-, Plasma- bzw. Serumproben, d.h. 
in der Zirkulation von Patienten, zur indirekten Bestimmung 
der Bildung von Endothelinen, insbesonder von Endothelin- 1 , 
bei schweren Erkrankungen . GemaE einer bevorzugten Ausfuh- 
rungsform ist das bestimmte Pept idf ragment ein C-terminales 
Fragment, an das zwei Antikorper binden, die an Peptide mit 
Aminosauresequenzen binden, die den Positionen 168-181 und 
200-212 des Prapro-Endothelins - 1 entsprechen. 

Fur die praktische Umsetzung der Erfindung sind besonders 
bevorzugt nicht -kompet it ive Sandwichassays , z.B. der Art, 
-wie-er -fvir dd e -w.&it.e rgehende n vertiefend en Untersuc hunge n 
verwendet wurde und nachfolgend genauer beschrieben wird, 
vorgesehen . 

Nicht -kompetit ive Sandwich- Immunoassays (Zweiseiten- Immuno- 
assays) haben gegeniiber kompet it iven Immunoassays eine Reihe 
von Vorteilen, zu denen gehort, dass sie besser als Fest- 
phasenassays (heterogene Assays) ausgelegt werden konnen, in 
der Handhabbarkeit robuster sein konnen, MeSergebnisse mit 
einer hoheren Sensititivat liefern konnen und sich auch bes- 
ser fur eine Automat is ierung und Serienmessung eignen. 
AuSerdem konnen sie im Vergleich mit kompetitiven Immuno- 
assays, die mit nur einem Typ von Antikorper arbeiten, auch 
zusatzliche Aussagen liefern, indem Sandwich- Immunoassays 
nur solche Molekiile bzw. Peptide erkennen, bei denen beide 
Bindungsstellen fur die fur die Sandwichbildung verwendeten 
Antikorper auf dem gleichen Molekul vorhanden sind. 
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Die verwendbaren Antikorper konnen grundsat zlich beliebige 
geeignete monoklonale und/oder polyklonale Antikorper sein, 
wobei jedoch derzeit af f inat sgereinigte polyklonale Anti- 
korper bevorzugt werden . 

Besonders bevorzugt werden die Antikorper durch Irnmunisie- 
rung eines Tiers, insbesondere Schafs, mit einem Antigen 
erhalten, das eine synthetische Pept idsequenz enthalt, die 
einer kurzen Aminosaurensequenz des Prapro-Endothelins-1 
entspricht und einen zusatzlichen Cysteinrest am N-Terminus 
aufweist. Im nachf olgenden experimentellen Teil werden 
insbesondere Antikorper bzw. deren Verwendung in einem Assay 
beschrieben, die an die Aminosauresequenzen 161-181 und 200- 
212 binden. Es wurden jedoch im Rahmen der Untersuchungen 
auch zusatzliche Antikorper eingesetzt, die entsprechend an 
die Positionen 184-203 und 136-148 binden. Die mit diesen 
weiteren Antikorpern bei Messungen erhaltenen erganzenden 
Ergebnisse werden in dieser Anmeldung nur pauschal disku- 
tiert . 

Bei einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird das Verfahren als 
heterogener Sandwich- Immunoassay durchgef uhrt , bei dem einer 
der Antikorper an eine beliebige Festphase, beispielsweise 
die Wande beschichteter Testrohrchen (z.B. aus Polystyrol; 
"Coated Tubes"; CT) oder an Mikrotiterplatten, zum Beispiel 
aus Polystyrol, oder an Partikel, beispielsweise Magnetpar- 
tikel immobilisiert ist, wahrend der andere Antikorper einen 
Rest tragt, der ein direkt nachweisbares Label darstellt 
oder eine selektive Verknupfung mit einem Label ermoglicht 
und der Detektion der gebildeten Sandwich-Strukturen dient . 
Auch eine zeitlich verzogerte bzw. nachtragliche Imrnobili- 
sierung unter Verwendung geeigneter Festphasen ist moglich. 

Grundsatzlich konnen alle in Assays der beschriebenen Art 
verwendbaren Markierungstechniken angewandt werden, zu denen 
Markierungen mit Radioisotopen, Enzymen, Fluoreszenz- , 
Chemolumineszenz- oder Biolumineszenz-Labeln und direkt 
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optisch detektierbaren Farbmarkierungeri, wie beispielsweise 
Goldatomen und Farbs tof f teilchen, wie sie insbesondere fur 
sog. Point-of -Care (POC) oder Schnelltests zur Bestimmung in 
Vollblutproben verwendet werden, gehoren. Die beiden Anti- 
korper konnen auch im Falle heterogener Sandwich- Immunoas - 
says Teile eines Nachwe is systems der nachfolgend im Zusam- 
menhang mit homogenen Assays beschriebenen Art aufweisen. 

Es liegt somit im Rahmen der vorliegenden Erfindung, das 
erf indungsgema£e Verfahren auch als Schnelltest auszugestal- 
ten. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren kann ferner als homogenes 
Verfahren ausgestaltet werden, bei dem die aus den beiden 
Antikorpern und dem nachzuweisenden Pept idf ragment gebilde- 
ten Sandwichkomplexe in der fliissigen Phase suspendiert 
bleiben. In einem solchen Fall ist es bevorzugt, beide 
Antikorper mit Teilen eines Nachwe is systems zu markieren, 
das dann, wenn beide Antikorper in einen einzigen Sandwich 
integriert werden, eine Signaler zeugung oder Signalauslosung 
ermoglicht. Derartige Techniken sind insbesondere als Fluo- 
reszenzverstarkungs- oder Fluoreszenzloschungs-Nachweisver- 
fahren ausgestaltbar . Ein besonderes bevorzugtes derartiges 
Verfahren betrifft die Verwendung von paarweise einzusetzen- 
den Nachweisreagenzien, wie sie beispielsweise beschrieben 
sind in US-A-4 822 733, EP-B1-180 492 oder EP-B1-539 477 und 
dem darin zitierten Stand der Technik. Sie ermoglichen eine 
Messung, die selektiv nur Reakt ionsprodukte erfafit, die 
beide Markierungskomponenten in einem einzigen Immunkomplex 
enthalten, . direkt in der Reakt ionsmischung . Als Beispiel ist 
auf die unter den Marken TRACE® (Time Resolved Amplified 
Cryptate Emission) bzw. KRYPTOR® angebotene Technologie zu 
verweisen, die die Lehren der o.g. Anmeldungen umsetzt. 

Es zeigte sich bei den Unter suchungen der Anmelderin, dass 
die erf indungsgemaSe Bestimmung des C-terminalen Peptid- 
fragments des Prapro-Endothelins- 1 hochinteressante und 
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relevante MeSergebnisse liefert. Diese Aussage gilt, wie 
nachfolgend gezeigt wird, nicht nur fur die Sepsisdiagno- 
stik, sondern auch fur die Kardialdiagnostik und die Krebs- 
diagnostik. 

Es wird ferner davon ausgegangen, dass das erf indungsgemaSe 
Bestimmungsverf ahren besonders vorteilhaft auch im Rahmen 
einer sogenannten Mult ipar ame t e r di agno s t ik durchgefuhrt 
werden kann, und zwar sowohl auf dem Gebiet der Kardialdia- 
gnostik als auch der Sepsis- und der Krebsdiagnostik . Weite- 
re dabei bestimmte Parameter sind beispielsweise die Kardi- 
alparameter ANP, BNP, proANP, proADM oder proBNP oder Sep- 
sisparameter, die z.B. aus der Gruppe ausgewahlt sind, die 
besteht aus Ant i -Gangliosid-Antikdrpern, den Proteinen 
Procalcitonin, CA 125, CA 19-9, S100B, SIOOA-Proteinen, 
LASP-1, loslichen Cy t oker a t i n - Fragment en ; insbesondere CYFRA 
21, TPS und/oder loslichen Cytokerat in- 1 - Fragmenten (sCYlF) , 
den Peptiden Inflammin und CHP, anderen Pept id- Prohormonen , 
der Glycin-N-Acyl transferase (GNAT) , der Carbamoylphosphat 
Synthetase 1 (CPS 1) und dem C-reaktiven Protein (CRP) oder 
Fragmenten davon. Bei den genannten Multiparameter-Bestim- 
mungen ist vorgesehen, die Messergebnisse fur mehrere Para- 
meter gleichzeitig oder parallel zu bestimmen und z.B. mit 
Hilfe eines Computerprogramms , das auch diagnostisch signi- 
fikante Parameterkorrelat ionen nutzt, auszuwerten. 

Nachfolgend wird die Erfindung durch eine Beschreibung der 
Herstellung der bevorzugten Assay- Komponent en, der Durch- 
fiihrung einer bevorzugten Aus fiihrungs form eines Assays vom 
Sandwich- Typ und der unter Verwendung eines solchen Assays 
erhaltenen Ergebnisse der Bestimmung eines C-termianlen 
Peptidf ragments in EDTA-Plasmen von Kont rol lper sonen , und 
von Sepsis-, Herz- und Krebspatienten naher erlautert . 

Experimenteller Teil 



A. Materialien und Methoden 



WO 2005/078456 



- 14 - 



PCT/EP2005/001359 



1. Peptidsynthesen 

Abgeleitet von der bekannten Aminosauresequenz des humanen 
Prapro-Endothelin-1 (SEQ ID NO:l) wurden drei Bereiche 
ausgewahlt (Pos. 168-181, 184-203, 200-212), Jeweils erganzt 
um einen N- terminal en Cystein-Rest wurden diese Bereiche 
nach Standardverf ahren als losliche Peptide chemisch syn- 
thetisiert, gereinigt , mittels Massenspektrometrie und 
Reversed Phase HPLC qualitatskontrolliert und in Aliquots 
lyophilisiert (Firma JERINI AG, Berlin, Deutschland) - Die 
Aminosauresequenzen der Peptide lauten: 

Peptid PCT15 (168-181 + N- terminal es Cystein) 

CRSSEEHLRQTRSET (SEQ ID NO : 4 ) 

Peptid PCW14 (200-212, + N-terminales Cystein) 

CSRERYVTHNRAHW (SEQ ID NO : 5 ) 



Peptid PNR2 0 (184-203 ; + N-terminales Cystein) 

NSVKSSFHDPKLKGKPSRER (SEQ ID NO: 6) 

Desweiteren wurde als Standard zur Eichung der Assays fol- 
gendes Peptid synthet isiert : 

Standard Peptid PSW44 (169-212) 

S S EEHLRQTRS ETMRNS VKS S FHDPKLKGKP S RERYVTHNRAHW (SEQ ID NO: 7) 
2 . Konjugation und Immunisierung 

Mittels MBS (m-Maleimidobenzoyl -N-hydroxysuccinimid Ester) 
wurden die Peptide PCT15 und PCW14 an das Tragerprotein KLH 
(Keyhole limpet hemocyanin) konjugiert (s. Arbeitsanleitung 
"NHS-Esters-Maleimide Crosslinkers " , Firma PIERCE, Rockford, 
IL, USA) . Mit diesen Konjugaten wurden Schafe nach folgendem 
Schema immunisiert: Jedes Schaf erhielt initial 100 /xg Kon- 
jugat (Massenangabe bezogen auf den Pept id-Anteil des Kon- 
jugats) und anschliefiend 4 -wochentlich je 50 fig Konjugat 
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(Massenangabe bezogen auf den Pept id-Anteil des Konjugats) . 
Beginnend mit dem vierten Monat nach Beginn der Immunisie- 
rung wurden 4 -wochentlich je Schaf 700 ml Blut abgenommen 
und daraus durch Zentrifugat ion Antiserum gewonnen. Kon- 
jugationen, Immunisierungen und Gewinnung von Antiseren 
wurden von der Firma MicroPharm, Carmarthenshire, UK, durch- 
gef uhrt . 

3 . Reinigung der Antikorper 

In einem 1-Schritt Verfahren wurden aus den Antiseren, die 
beginnend mit dem vierten Monat nach der Immuniserung gewon- 
nen worden waren, die Pept id-spezif ischen Antikorper prapa- 
riert . 

Dazu wurden zunachst die Peptide PCT15 und PCW14 an Sulfo- 
Link Gel gekoppelt (s. Arbeit sanleitung "SulfoLink Kit" 
Firma PIERCE, Rockford, IL, USA) . Dabei wurden zur Kopplung 
je 5 mg Pept id pro 5 ml Gel angeboten. 

Die Affinitatsreinigung von Peptid-spezif ischen Antikorpern 
aus Schaf Antiseren gegen beide Peptide wurde wie folgt 
durchgefiihrt : 

Die Peptid^Saulen wurden zunachst drei mal im Wechsel mit je 
10 ml Elutionspuf fer (50 mM Citronensaure , pH 2.2) und Bin- 
dungspuffer (100 mM Natriumphosphat , 0.1% Tween, pH 6.8) 
gewaschen. 100 ml der Antiseren wurden iiber 0 , 2 /zm filtriert 
und mit dem vorhandenen Saulenmaterial versetzt. Dazu wurde 
das Gel quantitativ mit 10 ml Bindungspuf f er aus der Saule 
gespult. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei Raumtempera- 
tur unter Schwenken. Die Ansatze wurden quantitativ in 
Leersaulen (NAP 25, Pharmacia, entleert) uberfuhrt . Die 
Durchlaufe wurden verworfen. AnschlieSend wurde mit 250 ml 
Bindungspuf fer proteinfrei (Proteingehalt des Wascheluats < 
0,02 A280 nm) gewaschen. Auf die gewaschene Saulen wurde 
Elutionspuf fer gegeben, und es wurden Fraktionen a 1 ml 
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gesammelt. Von jeder Fraktion wurde der Proteingehalt mit- 
tels der BCA-Methode (s. Arbeit sanleitung Firma PIERCE, 
Rockford, IL, USA) bestimmt. Fraktionen mit Proteinkonzen- 
trationen > 0.8 mg/ml wurden gepoolt . Nach Proteinbestimmung 
der Pools mittels der BCA-Methode ergaben sich Ausbeuten von 
97 mg fur den anti-PCT15 Antikorper 0407-pAk und 60 mg fur 
den anti-PCW14 0410-pAk Antikorper. 

4 . Markierung 

Der anti-PCW14 0410-pAk Antikorper wurde wie folgt behan- 
delt : 

Uber eine NAP-5 Gelf iltrat ionssaule (Pharmacia) wurden 500 
ptl des gereinigten Antikorpers in 1 ml 100 mM Kalium-- 
Phosphatpuf fer (pH 8,0) nach Arbeit sanleitung umgepuffert. 
Die Proteinkonzentationsbestimmung der Ant ikorperlosung 
ergab einen Wert von 1,5 mg/ml. 

Zur Chemilumineszenzmarkierung des Antikorpers wurden 67 \il 
der Antikorperlosung mit 10 ill MA7 0-Akridinium-NHS -Ester (1 
mg/ml; Firma HOECHST Behring) versetzt und 15 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert . Dann wurden 423 /zl 1 M Glycin zu- 
gesetzt und weitere 10 Minuten inkubiert. AnschlieSend wurde 
der Markierungsanastz uber eine NAP-5 Gelf iltrat ionssaule 
(Pharmacia) in 1 ml Laufmittel A (50 mM Kaliumphosphat , 100 
mM NaCl, pH 7.4) nach Arbeitsanleitung umgepuffert und dabei 
von niedermolekularen Bestandteilen bef reit . Zur Abtrennung 
letzter Reste nicht an Antikorper gebundenen Labels wurde 
eine Gelf iltrat ions-HPLC durchgefiihrt (Saule: Waters Protein 
Pak SW300) . Die Probe wurde aufgetragen und bei einer FluS- 
rate von 1 ml/min mit Laufmittel A chromatographiert . Mit 
einem Duchf luSphotorneter wurden die Wellenlangen 280 nm und 
368 nm gemessen. Das Absorptionsverhaltnis 368 nm/280 nm als 
Ma£ fur den Markierungsgrad des Antikorpers bet rug am Peak 
0.10. Die monomeren Antikorper enthaltenden Fraktionen 
(Retentionszeit 8-10 min) wurden gesammelt und in 3 ml 100 
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mM Natriumphosphat , 150 mM NaCl , 5% Bovines Serum Albumin, 
0.1% Natrium Azid, pH 7.4, gesammelt. 

5 . Kopplung 

Der anti-PCT15 Antikorper 0407 -pAk wurde wie folgt behan- 
delt : ' 

Bestrahlte 5 ml Pol y s t yrol rohr chen (Firma Greiner) wurden 
mit gereinigtem Antikorper wie folgt beschichtet : Per Anti- 
korper wurde in 50 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 7,8 zu einer 
Konzentration von 6.6 /ig/ml verdunnt. In jedes Rohrchen 
wurden 300 fxl dieser Losung pipettiert. Die Rohrchen wurden 
20 Stunden bei 22°C inkubiert . Die Losung wurde abgesaugt. 
Dann wurde jedes Rohrchen mit 4.2 ml 10 mM Natriumphosphat, 
2% Karion FP, 0.3% Bovines Serum Albumin, pH 6.5 befullt. 
Nach 20 Stunden wurde die Losung abgesaugt. SchlieSlich 
wurden die Rohrchen in einem Vakuumtrockner getrocknet . 

B. Durchf iihrung und Auswertung des Immunoassays 

Es wurde ein Assaypuffer folgender Zusammenset zung herge- 
stellt: 100 mM Natriumphosphat, 150 mM NaCl, 5% Bovines 
Serum Albumin (BSA) , 0.1% unspezif ische Schaf IgG, 0.1% 
Natriumazid, pH 7.4 

Als Standardmaterial diente das o.g„ chemisch synthet isierte 
Peptid (Peptid PSW44) , das den Positionen 169-212 von Pra- 
pro-Endothelin-1 entspricht. Dieses wurde seriell in Pfer- 
denormalserum (Firma SIGMA) verdunnt . Den so hergestellten 
Standards wurden Konzentrat ionen gemaS der Einwaage an 
Peptid zugeschrieben . 

MeSproben waren EDTA-Plasmen von augenscheinlich Gesunden, 
von Patienten mit Sepsis und von Patienten mit verschiedenen 
Herz-Kreislauf -Erkrankungen . 
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In die Testrohrchen wurden 50 /xl Standards bzw. Proben sowie 
200 ill Assaypuffer pipettiert. Es wurde zwei Stunden bei 
22 °C unter Schiitteln inkubiert . Dann wurde 4 x mit je 1 ml 
Waschlosung (0.1% Tween 20) pro Rohrchen gewaschen und 
abtropfen gelassen. Dann wurden 200 /zl Assaypuffer, enthal- 
tend 1 Million RLU (relative 1 light units) des MA70 -markier- 
ten Antikorpers, pipettiert. Es wurde zwei Stunden bei 22 °C 
unter Schiitteln inkubiert. Dann wurde 4 x mit j e 1 ml Wasch- 
losung (0.1% Tween 20) pro Rohrchen gewaschen, abtropfen 
gelassen und die am Rohrchen gebundene Chemilumineszenz in 
einem Luminometer (Firma BERTHOLD, LB952T; Basisreagenzien 
BRAHMS AG) vermes sen . 

Unter Verwendung der Software MultiCalc (Spline Fit) wurden 
die Konzentrationen der Proben an der Standardkurve abgele- 
sen, 

C. Ergebnisse 

Der mit dem entwickelten Sandwichimmunoassay (Antikorper 
gegen die Positionen 168-181 und 200-212) bemessbare Analyt 
wird im Folgenden als C- terminales -Pro-Endothelin oder 
Ct-Pro-Endothelin bezeichnet. Eine typische Standardkurve 
fur den entwickelten Test ist in Figur 1 gezeigt . Mit dem 
Test liefeen sich noch Ct-Pro-Endothelin-Konzentrationen von 
deutlich unterhalb 50 pg/ml bestimmen. 

Zur Priifung der Frage, ob bei einer Messung des C-terminalen 
Peptidf ragments mit Problemen aufgrund einer unzureichenden 
Stabilitat in einer Probe bzw. Messlosung gerechnet werden 
muS, wurden 5 Sepsis-Plasmen jeweils frisch und nach einer 
12 stundige Lagerung bei Raumtemperatur vermes sen. Die 
Ergebnisse sind in Figur 2 zusammengef aSf. Sie zeigen, dass 
nach der 12tagigen Lagerung die Immunreakt ivitat mit noch 
ca. 93% der anfanglich gemessenen Immunreakt ivitat nahezu 
unverandert war. Diese nachgewiesene Stabilitat ist unter 
Handhabungsgesichtspunkten fur die Diagnostik ein groSer Vorteil . 
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Mit dem Test wurden Plasmen von kardiologischen sowie septi- 
schen Patienten vermessen. Die erhaltenen Ergebnisse sind in 
den Figuren 3a und 3b gezeigt. Fur alle untersuchten kardio- 
logischen Krankheitsbilder wurden gegeniiber normalen Kon- 
trollen" erhohte Werte gefunden. Ebenfalls erhdhte Werte 
fanden sich fur Patienten mit SIRS (systemic inflammatory 
response syndrome) und septische Bedingungen. Die diagnosti- 
sche Sensitivitat (bei gegebener 100% Spezifitat bezogen auf 
gesunde Kontrollen) erhohte sich dabei mit dem Schweregrad 
der Erkrankung: Sepsis 32,3%, schwere Sepsis 65,5%, und 
septischer Schock 75%. 

Wurden die Proben mit einem modif izierten Assay gemessen, 
bei dem einer der Antikorper des o.g. Sandwichassays durch 
einen Antikorper ersetzt war, der die Aminosauren 184-203 
des Prapro-Endothelins-1 erkannte, wurden erwartungsgemaS im 
wesentlichen identische Ergebnisse erhalten. 

Dagegen konnten dann, wenn einer der verwendeten Antikorper 
eine Aminosauresequenz erkannte, die naher in Richtung des 
N-Terminus des Prapro-Endothelins lokalisiert ist (32-52 
oder 13 6-148) , keine gegeniiber Gesunden erhohte Messwerte 
erhalten werden. Das deutet darauf hin, dass Pro-Endothelin 
als solches nicht in den vermessenen Plasmaproben vorhanden 
war und nicht nur unter Bildung von big-Endothelin proteoly- 
tisch prozessiert wird, sondern dass auch die dabei freige- 
setzet C-terminale Sequenz 93-212 noch weiter gespalten 
wird, wobei mindestens eine solche Spaltstelle im Bereich 
der Aminosauren 149-167 liegen muss. Diese Aussage gilt fur 
die Plasmen von Patienten mit den untersuchten Erkrankungen . 
Es ist jedoch nicht auszuschlieSen, dass bei anderen Patien- 
tengruppen z . B . . das ' gesamte C-terminale Fragment 93-212 
erhalten bleibt und seine selektive Messung diagnostisch 
relevante Ergebnisse liefern kann. 
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Paten tansp ruche 

1. In vitro-Verf ahren zur Bestimmung der Bildung von Endo- 
thelinen bei schweren Erkrankungen, insbesondere Herz-Kreis- 
lauf -Erkrankungen, Ent ziindungen, Sepsis und Krebs, in Voll- 
blut , Plasma oder Serum eines menschlichen Patienten zu 
Zwecken der medizinischen Diagnostik, dadurch gekennzeich- 
net, dass man die Bildung von Endothelin-1 (SEQ ID NO: 2) und 
big-Endothelin- 1 (SEQ ID NO: 3) dadurch bestimmt, dass man 
solche C-terminalen Fragmente des Prapro-Endothelins- 1 (SEQ 
ID NO:l) bestimmt, die von Antikorpern erkannt werden, die 
an Peptide binden, die Peptidsequenzen im Bereich der Amino- 
sauren 93 bis 212 des Prapro-Endothelins-1 entsprechen. 

2. Verf ahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Bestimmung in der biologischen Flussigkeit mit Hilfe 
eines Immunoassays erfolgt, der mit mindestens einem mar- 
kierten Antikorper, der spezifisch nur das zu bestimmende 
Peptidf ragment erkennt , arbeitet . 

3. Verf ahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Immunoassay ein kompetitiver Immunoassay oder ein Sand- 
wich- Immunoassay ist . 

4. Verf ahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
man solche C-terminalen Fragmente des Prapro-Endothelins-1 
bestimmt, die von Antikorpern erkannt werden, die an Peptide 
binden, die Peptidsequenzen im Bereich der Aminosauren 168 
bis 212 (SEQ ID NO: 7) des Prapro-Endothelins-1 entsprechen. 

5. Verf ahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
man zur Bestimmung eines C-terminalen Fragments mit den 
Aminosauren 168 bis 212 (SEQ ID NO: 7) des Prapro-Endothe- 
lins-1 Paare von Antikorpern verwendet, die an zwei unter- 
schiedliche Peptidsequenzen binden, die ausgewahlt sind aus 
Peptidsequenzen mit den Aminosauren 168-181, 184-203 und 
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200-212 des Prapro-Endothelins- 1 . 

6. Verfahren nach einem der vorausgehenden Anspriiche, da- 
durch gekennzeichnet , dass es ein Verfahren zur quantitati- 
ven oder zur semiquantitative!! Bestimmung der zu bestimmen- 
den Peptidf ragmente ist. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass es ein immunchroma t ogr aphi s cher Point-of -Care-Test oder 
ein anderer Schnelltest ist. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass die zur Bestimmung verwendeten Antikor- 
per monoklonale und/oder af f ini tatsgereinigte polyklonale 
Antikorper sind. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass Antikorper verwendet werden, die durch 
Immunisierung eines Tiers mit einem Antigen erhalten wurden, 
das ein synthetisches Peptid enthalt, das ausgewahlt ist aus 
den Peptiden (SEQ ID NO:4), (SEQ ID NO : 5 ) und (SEQ ID NO:6) . 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass zur Bestimmung zwei Antikorper verwendet 
werden, von denen einer markiert ist und der andere an eine 
Festphase gebunden ist oder selektiv an eine Festphase 
gebunden werden kann. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass zur Bestimmung zwei Antikorper verwendet 
werden, die beide in der fliissigen Reaktionsmischung disper- 
giert vorliegen, wobei an den ersten Antikorper eine erste 
Markierungskomponente gebunden ist, die Teil eines auf Fluo- 
reszenz- oder Chemilumineszenz-Loschung oder -Verstarkung 
beruhenden Markierungssystems ist, und an den zweiten Anti- 
korper die zweite Markierungskomponente dieses Markierungs- 
systems gebunden ist, so dass nach Bindung beider Antikorper 
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an das nachzuweisende Pept idf ragment ein messbares Signal 
erzeugt wird, das eine Detektion der gebildeten Sandwichkom- 
plexe in der Messlosung ermoglicht. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , 
dass das Markierungssystem Sel tenerdkrypate oder -chelate in 
Kombination mit einem Fluoreszenz- oder Chemilumineszenz- 
Farbstoff, insbesondere von Cyanintyp, umf a£t . 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 123, dadurch 
gekennzeichnet, dass es zur Diagnose, fur die Bestimmung der 
Schweregrads und fur die Prognostik sowie zur verlaufsbe- 
gleitenden Therapiekontrolle von Sepsis angewandt wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass es im Rahmen einer Multiparameter-Bestimmung durchge- 
fuhrt wird, bei der gleichzeitig mindestens ein weiterer fur 
die Sepsisdiagnost ik relevanter Parameter bestimmt wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, 
dass der oder die weitere (n) fur die Sepsisdiagnostik rele- 
vante (n) Parameter aus der Gruppe ausgewahlt sind, die 
besteht aus Anti -Gangliosid-Antikorpern, den Proteinen 
Procalcitonin, CA 125, CA 19-9, S100B, SIOOA-Proteinen, 
LASP-1, loslichen Cy t okerat in- Fragment en , insbesondere CYFRA 
21, TPS und/oder loslichen Cytokeratin- 1 -Fragmenten (sCYlF) , 
den Peptiden Inflammin und CHP, Fragmenten der Prohormone 
pro-ANP, pro-BNP oder pro -ADM, der Glycin-N-Acyltransf erase 

(GNAT) , der Carbamoylphosphat Synthetase 1 (CPS 1) und dem 
C-reaktiven Protein (CRP) oder Fragmenten davon. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass es auf dem Gebiet der Kardialdiagnostik 
angewandt wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, 
dass es im Rahmen einer Multiparameter-Bestimmung durchge- 
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fuhrt wird, bei der gleichzeitig weitere fur die Kardialdia- 
gnostik relevante Parameter bestimmt werden. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet , dass es auf dem Gebiet der Krebsdiagnostik 
angewandt wi rd . 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, 
dass es im Rahmen einer Multiparameter-Bestimmung durchge- 
fiihrt wird, bei der gleichzeitig weitere fur die Krebsdia- 
gnostik relevante Parameter bestimmt werden. 

20. Antikorper, die spezifisch an Peptide binden, die aus 
den Aminosauresequenzen bestehen, die den Aminosauren 168- 
181, 184-203 und 200-212 des Prapro-Endothelins - 1 entspre- 
chen. 

21. Antikorper nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie af f initatsgereinigte polyklonale Antikorper oder 
monoklonale Antikorper sind. 

22 . Kit zur Durchf iihunge eines Verf ahrens nach einem der 
Anspriiche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass er minde- 
stens umfafit : (a) einen ersten Antikorper gemafi einem der 
Anspriiche 20 und 21, (b) einen zweiten, anderen Antikorper 
gemafi einem der Anspriiche 2 0 und 21, wobei einer der Anti- 
korper markiert ist und der andere immobilisiert oder immo- 
biliserbar ist, sowie (c) ein Standardpept id, das eine 
Aminosauresequenz aufweist, die wenigstens die Aminosauren 
168-203 oder 168-212 des Prapro-Endothelins umf aSt . 

23. Kit nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass der 
immobilisierte Antikorper an die Wande eines Testrohrchens 
immobilisiert vorliegt (CT) . 



WO 2005/078456 



1/4 



PCT/EP2005/001359 



1000000 



100000 



K 10000 
DO 

1000 



100 



0,01 



0,1 1 

PSW44 [ng/ml] 



10 



100 



Figur 1 



WO 2005/078456 



2/4 



PCT/EP2005/001359 



100-y 
90- 
80- 
70- 
60- 
50- 
40- 
30- 
20- 
10- 



— I — 
12 



4 



r~ 
6 



8 



— , — 
10 



t[h] 



Figur 2 



WO 2005/078456 



3/4 



PCT/EP2005/001359 




Figur 3a 
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Figur 3b 
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<110> B.R.A.H.M.S Aktiengesellschaf t 

<120> In vitro -Verfahren zur Bestimmung der Bildung von 
Endothelinen zu diagnostischen Zwecken 

<130> 4295EP 

<14 0> 
<141> 

<160> 7 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 212 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Met Asp Tyr Leu Leu Met lie Phe Ser Leu Leu Phe Val Ala Cys Gin 
. 1 5 10 15 

Gly Ala Pro Glu Thr Ala Val Leu Gly Ala Glu Leu Ser Ala Val Gly 
20 25 30 

Glu Asn Gly Gly Glu Lys Pro Thr Pro Ser Pro Pro Trp Arg Leu Arg 
35 * 40 45 

Arg Ser Lys Arg Cys Ser Cys Ser Ser Leu Met Asp Lys Glu Cys Val 
50 " ' 55 60 

Tyr Phe Cys His Leu Asp lie lie Trp Val Asn Thr Pro Glu His Val 
65 " 70 75 80 

Val Pro Tyr Gly Leu Gly Ser Pro Arg Ser Lys Arg Ala Leu Glu Asn 
85 90 95 

Leu Leu Pro Thr Lys Ala Thr Asp Arg Glu Asn Arg Cys Gin Cys Ala 
100 105 110 

Ser Gin Lys Asp Lys Lys Cys Trp Asn Phe Cys Gin Ala Gly Lys Glu 
115 * " 120 125 

■Leu Arg Ala Glu Asp lie Met Glu Lys Asp Trp Asn Asn His Lys Lys 
130 135 140 

Gly Lys Asp Cys Ser Lys Leu Gly Lys Lys Cys lie Tyr Gin Gin Leu 
145 " 150 ' 155 160 

Val Arg Gly Arg Lys He Arg Arg Ser Ser Glu Glu His Leu Arg Gin 
165 170 175 

Thr Arg Ser Glu Thr Met Arg Asn Ser Val Lys Ser Ser Phe His Asp 
180 185 190 

Pro Lys Leu Lys Gly Lys Pro Ser Arg Glu Arg Tyr Val Thr His Asn 
195 ^ 200 205 

Arg Ala His Trp 
210 
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<210> 2 
<211> 21 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

Cys Ser Cys Ser Ser Leu Met Asp Lys Glu Cys Val Tyr Phe Cys His 
1 5 . 10 15 

Leu Asp lie lie Trp 
2 0 



<210> 3 
<211> 37 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 3 

Cys Ser Cys Ser Ser Leu Met Asp 
1 ~ 5 

Leu Asp lie lie Trp Val Asn Thr 
20 

Leu Gly Ser Pro Arg Ser 
35 



Lys Glu Cys Val Tyr Phe Cys His 
10 ' 15 

Pro^Glu His Val Val Pro Tyr Gly 
25 30 



<210> 4 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Partial EN1 
Sequence with terminal C 

<400> 4 

Cys Arg Ser Ser Glu Glu His Leu Arg Gin Thr Arg Ser Glu Thr 
1 5 10 15 



<210> 5 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Partial EN1 
sequence with terminal C 

<400> 5 

Cys' Ser Arg Glu Arg Tyr Val Thr His Asn Arg Ala His Trp 
15 10 
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<210> 6 
<211> 20 
<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Partial EN1 
sequence with terminal C 

<400> 6 

Asn Ser Val Lys Ser Ser Phe His Asp Pro Lys Leu Lys Gly Lys Pro 
1 5 10 15 



Ser Arg Glu Arg 
20 



<210> 7 

<211> 44 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

Ser Ser Glu Glu His Leu Arg Gin 
1 5 

Ser Val Lys Ser Ser Phe His Asp 
2 0 



Thr Arg Ser Glu Thr Met Arg Asn 

10 15 

Pro Lys Leu Lys Gly Lys Pro Ser 

25 30 



Arg Glu Arg Tyr Val 
35 



Thr His Asn Arg Ala His Trp 
40 
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